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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG VON ANTIGENEN 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for determining 
antigens in a sample by amplifying a nucleic acid, said 
nucleic acid being bonded to a ligand which is specific 
to the antigen. The determination is carried out in the 
presence of at least one internal standard. 

(57) Zusamraenfassung 

Bcschrieben wird ein Verfahren zur Bestimmung 
von Antigenen in einer Probe durch Amplifizieren einer 
Nukleinsaure, die an einen fur die Antigene spezifis- 
chen Liganden gebunden ist, wobei die Bestimmung 
in Anwesenheit mindestens eines intemen Standards 
durchgefiihrt wird. 
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Verfahren zur Bestimmung von Antigenen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Antige- 
nen in einer Probe durch Amplif izieren einer Nukleinsiure, die 
an das zu bestimmende Antigen gebunden wird. 

Die Detektion von spezifischen Antigenen ist vor allem in nied- 
rigen Konzentrationsbereichen schwierig. Oft mussen aber die zu 
detektierenden Antigene gerade in niedrigen Konzentrationsberei- 
chen oder Mengen bestimmt werden, urn wichtige Aussagen, bei- 
spielsweise zu Krankheitsbilder, biologischen Kontaminationen, 
physiologischen Werten von ausgewahlten Proteinen, etc., zu er- 
halten. 

Antigene werden ublicherweise durch Antikorpertests, beispiels- 
weise mittels ELISA, bestimmt. Dabei wird das zu bestimmende An- 
tigen durch Bindung an einen fur das Antigen spezifischen Anti- 
korper detektiert. Das Ausmafi an gebundenem Ant ikorper/ Antigen 
wird dann ublicherweise durch eine bewahrte Nachweismethode, wie 
z.B. Radioaktivitat, Fluoreszenz, Farbungsreaktion, etc., vor- 
zugsweise unter Verwendung von sekundaren Antikorpern, bestimmt. 

Jedoch haben sogar die empf indlichsten ELISA-Tests, z.B. solche, 
die mit radioaktiven Nachweismethoden durchgefuhrt werden, eine 
Nachweisgrenze, die in manchen Fallen urn Zehnerpotenzen zu hoch 
ist, urn ein brauchbares Ergebnis zu lief em. Weiters gibt es 
Proteine oder Pathogene, die mit herkommlichen Antikorper/Anti- 
gen-Bestimmungsmethoden aufgrund der spezifischen Natur des 
Antigens nicht oder nur unbef riedigend bestimmt werden konnen. 

Ein Beispiel fur ein derartiges Pathogen ist das fxir Scrapie 
verantwortliche Antigen. Scrapie wurde zum ersten Mai vor etwa 
250 Jahren in Schafen entdeckt. In den letzten Jahren wurden mit 
Scrapie verwandte Krankheiten auch bei anderen Tieren und auch 
im Merischen als ubertragbare spongiforme Enzephalopathie (TSE, 
transmissible spongiform encephalopathies) beschrieben. Als Ur- 
sache dieser Krankheiten werden Prionen angenommen. Prionen-Er- 
krankungen sind mit herkdmmlichen Antigen/Antikorpertests nicht 
bef riedigend diagnostizierbar . 
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Ein Prionenprotein ist entweder nicht infektios, man spricht 
dann von einem PrP c , oder aber infektios, dann spricht man von 
einem PrP Sc . Das nicht infekti&se Prionenprotein PrP c ist ein 
ubiquitares zellulares Protein, welches durch eine Konformati- 
onsfinderung zum infektiosen Prionenprotein PrP Sc wird. Ublicher- 
weise wird zur Unterscheidung des Prionen- Proteins vora infektio- 
sen Prionenprotein ein Proteinase -K-Verdau mit einem anschlie- 
fcenden Western Blot durchgefuhrt # wobei sich das infektiose 
Prionenprotein PrP Sc als teilweise resistent gegenuber dem Pro- 
teinase-K-Verdau erweist. Daruberhinaus beschreiben Korth et al. 
(Nature 390 (1998), 74-77) ein Verfahren zur Herstellung von An- 
tikorpern, die spezifisch entweder das „normale", nicht infek- 
tiose Prionenprotein erkennen, oder die spezifisch das infek- 
tiose Prionenprotein erkennen. 

Die Prionen verursachen meist progressive Erkrankungen des Zen- 
tralnervensystems (spongiforme Enzephalopathien) , beispielsweise 
Scrapie im Schaf , Kuru, RSE im Rind sowie die Creutzf eld- Jakob- 
Krankheit (CJD) , das Gerstmann-Straussler-Syndrom (GSS) und die 
fatale familiare Insomnia (FFI) . Die Prionen zeichnen sich durch 
besondere physikochemische und biologische Eigenschaf ten gegen- 
uber Viren und Bakterien aus: hohe Resistenz gegenuber Inakti- 
vierung durch Formaldehyd, Nukleasen, Hitze, UV- und ioniisie- 
rende Strahlen, und sind nicht als Virion oder Zelle im Elektro- 
nenmikroskop erkennbar. Sie sind insensitiv gegenuber Interfero- 
nen, zeigen keine Interferenz mit Viren und aufcerdem konnte bis- 
her keine Nukleinsaure nachgewiesen werden. 

In Grofibritannien trat in letzter Zeit vermehrt eine Variante 
von CJD mit neuen neuropathologischen Merkmalen auf (nvCJD) . Es 
konnte gezeigt werden, daS diese nvCJD durch Ubertragung von BSE 
vont Rind zum Menschen durch die Konsumation von kontaminierten 
Rinderinnereien verursacht wurde. Daher wird oftmals gefordert, 
biologische Materialien, die zur Herstellung von therapeutischen 
Zusammensetzuhgen he.rangezogen werden, wie z.B. KorpersSfte, 
Blut, Plasma, Plasmaf raktionen und Serum, Gewebe und Zellkul- 
turen, auf Prionen zu untersuchen. 

Dieser Untersuchung der biologischen Materialien und dem an- 
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schliefienden AusschluS kontaminierter Materialien komrat daher 
inuner mehr an Bedeutung zu, da Prionen sich als uberaus resi- 
stent gegenuber herkommlichen Inaktivierungsverf ahren, wie z.B. 
Hitzebehandlung oder Behandlung mit UV, erwiesen haben. 

Herkommliche Prionentests, wie z.B. Western Blot unter Verwen- 
dung von spezifischen Antikorpern, haben eine ungenugende Sensi- 
tivitat, um Prionenprotein effektiv bestimraen zu konnen. In der 
WO 97 37 227 ist ein immunhistochemischer Test zur Bestimmung 
von Prionen in Geweben beschrieben. Mittels dieser Methode kann 
eventuell in histologischen Schnitten aus inf izierten Gewebetei- 
len das ver^nderte Prionenprotein (PrP 2 *) bestimmt werden. Diese 
Methode ist allerdings wenig zuverlassig und insbesondere far 
die Untersuchung von Blut und Blutprodukten ungeeignet. 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur in-vi- 
tro-Amplifikation spezifischer einzelstrangiger oder doppel- 
strangiger DNA-Fragmente. Durch eine wiederholte Hitzedenaturie- 
rung der DNA-Doppelstrange, Anhybridisieren der Primer und Ver- 
langerung durch DNA- Polymerase kommt es zu einer enormen Anrei- 
cherung eines doppelstrangigen DNA- Fragments . Nach 20 Zyklen er- 
Mlt man ausgehend von einem DNA-Molekiil infolge einer exponen- 
tiellen Kettenreaktion ca. 1 Million Kopien (siehe EP 0 200 362 
und EP 0 201 184) . Mittels dieser Methode konnen allerdings nur 
Nukleinsauren detektiert werden, fur Proteine ist dieses Verfah- 
ren ungeeignet. 

Ein verbessertes Verfahren wird in der EP 0 714 988 beschrieben. 
Dabei wird der zu bestimmenden Probe ein Standard zugesetzt, um 
die mittels PCR bestimmte DNA auch quantif izieren zu konnen. 

In Sano et al. (Science 258 (1992), 120-122) ist eine Kombina- 
tion von ELISA mit PCR als Immuno-PCR beschrieben. Dabei wird 
ein Verbindungsmolekul (Linker) mit bispezif ischer Bindungsaf f i- 
nitSt far DNA und Antikorper, z.B. ein chimares Molekai aus 
Streptavidin filr biotinylierte DNA und Protein A fiir Immunglobu- 
lin G, benutzt, um ein bestimmtes DNA-Molekul (Marker) unspezi- 
fisch an einen Antigen- Antikdrper-Komplex zu binden, so daS ein 
Antigen -Antik6rper-Linker-DNA-Komplex entsteht. Der gebundene 
DNA-Marker kann nun mittels entsprechender Primer in einer PCR 
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amplif iziert werden. Der Nachweis des PCR-Produkts zeigt die 
Prasenz der Antigene an. 

Die markierten DNA-Antikorper-Komplexe werden in situ im Reakti- 
onsgemisch zusammengesetzt , dadurch kann es zu verschiedener 
Stochiometrie in der Zusammensetzung und Bindung der DNA kommen. 
Zusatzliche Schritte fur die Zugabe von biotinylierten Reagen- 
zien und Bindungsproteinen sowie zahlreiche Waschschritte sind 
erforderlich, urn uberschussige Reagenzien zu entfernen. Durch 
die vielen Verf ahrensschritte wird dieses Verfahren kompliziert 
und zeitaufwendig, urn es in der Routineanalyse anwenden zu kon- 
nen. Weiters ist diese Methode fur komplexe Gemische von ver- 
schiedenen Antigenen nicht geeignet. 

Hendrickson et al . (Nucl. Acids Res. 23(3) (1995), 522-529) be- 
schreiben daher einen verbesserten Immunassay zur gleichzeitigen 
Bestimmung von verschiedenen Analyten. Dabei wurden die^ Antikor- 
per und die DNA, in diesem Fall ein einzelstrangiges Oligonu- 
kleotid, separat aktiviert und in einer spontanen Reaktion di- 
rekt aneinander gekoppelt. Von Hendrickson et al- wird die 
gleichzeitige Detektion von drei unterschiedlichen Analyten mit- 
tels Immuno-PCR beschrieben. Die DNA-markierten Antikorper, die 
an das entsprechende Antigen gebunden sind, werden mittels PCR 
amplif iziert und bestimmt. 

Bei diesen Immuno-PCR-Methoden besteht jedoch - wie allgemein 
bei der PCR an sich - stets das Risiko von f alschlicherweise ne- 
gativen Resultaten, d.h. mit der Detektionsreaktion kann ein 
spezifisches Antigen nicht nachgewiesen werden, obwohl dieses 
spezifische Antigen tatsachlich in der Probe enthalten 1st. Dies 
kann vor allem beim Nachweis von Pathogenen in Proben, welche 
zur Weiterverarbeitung zu Arzneimitteln, die an Menschen verab- 
reicht werden sollen, eingesetzt werden, fatale Folgen haben: 
dadurch konnten Proben aufgrund von f alschlicherweise negativen 
Resultaten zur Weiterverarbeitung ausgewahlt werden, obwohl 
diese Proben Pathogene enthalten. 

Urn die damit verbundene Gefahr der Verwendung von moglicherweise 
infektiosen Ausgangsmaterialien bei der Herstellung von pharma- 
zeutischen Pr^paraten auszuschliefien, ist man bestrebt, falsch- 
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negative Resultate zu eliminieren. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein zuverlassi- 
ges und sensitives Verfahren zur Bestimmung von Antigenen zur 
Verfugung zu stellen, mit welchem vor allem f alsch-negative Er- 
gebnisse von vornherein ausgeschlossen werden konnen. 

Die erf indungsgemafie Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Be- 
stimmung von Antigenen durch Amplif izieren einer Nukleinsaure 
(Ziel-NukleinsSure) , die an einem fur die Antigene spezifischen 
Liganden gebunden ist, gelost, Welches' sich dadurch auszeichnet, 
dafi die Bestimmung in Anwesenheit mindestens eines internen 
Standards durchgefuhrt wird. 

Mit dem erf indungsgemafien Verfahren konnen Antigen- Be stimmungen 
mittels Immun-Amplif ikationsreaktionen auf elegante Weise uber- 
wacht und kontrolliert werden. Vor allem aber konnen durch das 
erf indungsgemaSe Verfahren falsch-negative Ergebnisse verlaSlich 
ausgeschlossen werden. Weiters ist durch die Verwendung von in- 
ternen Standards auch der Erhalt einer quantitativen Vergleichs- 
groSe fur die Antigenbestimmung in der Probe moglich, vor allem, 
wenn mehr als ein Standard verwendet wird. Im Routinebetrieb 
wird es aber in der Regel nicht erforderlich sein, mehr als ei- 
nen Standard zu verwenden, insbesondere , wenn mit der Verwendung 
eines Standards lediglich falsch-negative Ergebnisse ausge- 
schlossen werden sollen. v 

Bevorzugterweise wird erfindungsgema.fi eine an einem Liganden ge- 
bundene Nukleinsaure als Standard eingesetzt (Standard-Nuklein- 
saure) . Dabei kommen besonders bevorzugt Standard-Nukleinsauren 
zum Einsatz, die sich von der Nukleins&ure, mit welcher das 
(Ziel-) Antigen bestimmt wird (Ziel-Nukleinsaure) , zumindest in 
einem detektierbaren Merkmal unterscheidet . 

Erf indungsgemaS werden dann sowohl die Standard-Nukleins£ure als 
auch die Ziel-Nukleipsaure amplifiziert und die amplif izierten 
Nukleinsauren untersucht. 

Beispiele far (Gen-) Amplif ikationsverf ahren sind neben der Poly- 
merase -Kettenreakt ion (PCR) die reverse Transkriptase-PCR (RT- 
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PCR) , die Ligase-Chain-Reaction (LCR) sowie die nucleic acid se- 
quence based amplification (NASBA) . 

Urn die Proben besser charakterisieren zu kdnnen, wird beim 
„Taqman Assay" die Polymerase-Kettenreaktion mit einer Hybridi- 
sieruiig der Zielsequenz mit einer markierten Probe kombiniert 
(Holland et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 88 (1991), 7276-7280). 

Die Standard-Nukleinsaure kann vorzugsweise eine LSnge von min- 
destens 70 Nukleinsauren aufweisen. Bevorzugt wird eine Lange 
von > 100 bis mehrere hundert Nukleinsauren gewahlt. 

Die Ziel-Nukleinsaure ist an den Liganden, spezifisch fur das zu 
bestimmende Antigen, gebunden. Als Liganden werden bevorzugt An- 
tikdrper, die spezifisch fur das zu bestimmende Antigen sind, 
verwendet. Es konnen aber auch Affinitats -Liganden eingesetzt 
werden, wie z.B. Peptide, die spezifisch an das Antigen binden. 
Die Standard-Nukleinsaure unterscheidet sich iblicherweise in 
wenigstens einem detektierbarem Merkmal von der Ziel-Nuklein- 
saure, wird aber vorzugsweise mit Hilfe der gleichen Mitteln, 
wie Primer, amplif iziert . Als bevorzugt haben sich Standard-Nu- 
kleinsauren erwiesen, die eine andere Grofce als die zu bestim- 
mende Nukleinsaure oder eine unike Restriktionsschnittstelle 
aufweisen, da hierbei das Ergebnis durch einfache Gelelektropho- 
rese ausgewertet werden kann. Bevorzugte Standards unterscheiden 
sich von der zu bestimmenden Nukleinsaure in 1% bis 20% ihrer 
Lange bzw. durch mindestens 3, maximal 50 Nukleotide, wobei eine 
Standard-Nukleinsaure, die langer ist als die Ziel-Nukleinsaure 
als "plus" ("+") -Standard bezeichnet wird, und eine Standard-Nu- 
kleinsaure, die kleiner ist als die Ziel-Nukleinsaure als "mi- 
nus" ("-") -Standard bezeichnet wird. Die genaue Sequenz der Stan- 
dard-Nukleinsaure sollte naturlich bekannt sein. 

Sowohl die Nukleinsaure fur den internen Standard als auch die 
Nukleinsaure, die an den Liganden, spezifisch ftir das zu bestim- 
mende Antigen, gebunden wird, kann entweder als doppelstr£ngige 
oder als einzelstrangige Nukleinsaure eingesetzt werden. Bevor- 
zugterweise wird einzelstrangige DNA mit einer endstandigen Ami- 
nogruppe zum chemischen Crosslinking mit dem spezifischen Ligan- 
den gewahlt. Bevorzugt werden hierbei Nukleinsauren mit einer 
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Lange von 70 - 120 Basenpaaren verwendet. 

Der interne Standard kann auch als Verbund der Standard-Nuklein- 
saure mit einem Liganden, spezifisch far ein Standard- Antigen, 
zur Verfugung gestellt werden. Der interne Standard kann nun 
entweder unmittelbar an dem spezif ischen Liganden gebunden wer- 
den oder aber auch mittels eines Verbindungsmolekiils (Linker) , 
welches auf der einen Seite eine DNA-Bindungsstelle aufweist, 
beispielsweise Streptavidin, und auf der anderen Seite einen 
spezifischen Liganden, der gegen ein Antigen (Standard-Antigen) 
gerichtet ist, die Verbindung zwischen dem spezifischen Liganden 
und der DNA hergestellt werden. In einer bevorzugten Ausfiih- 
rungsform wird die DNA unmittelbar durch chemische Bindung an 
den Liganden gebunden, beispielsweise mittels Af f initatsbindung 
oder kovalenter Bindung. 

Als Liganden fur den internen Standard und/oder fur das zu be- 
stimmende Antigen k6nnen Peptide oder monospezif ische Antik6r- 
per, sowohl monoklonale oder polyklonale, aber auch chimare, re- 
kombinante beziehungsweise humanisierte Antikorper verwendet 
werden. Die Liganden, die an die Standard-Nukleinsaure gebunden 
sind, kdnnen auch spezifisch gegen das zu bestimmende Antigen 
gerichtet sein, urn kompetitiv mit den Ziel-Liganden spezifisch 
fur das zu bestimmenden Antigen zu wirken. Dabei konnen auch po- 
lyspezifische Antikorper eingesetzt werden, die das Standard-An- 
tigen erkennen. Liganden, die spezifisch fur das zu bestimmenden 
Antigen sind, sind bevorzugterweise Antikorper, die zur Bestim- 
mung von modif izierten Proteinen und Prionenprot einen geeignet 
sind. Gleichfalls konnen fur andere Zwecke auch Liganden spezi- 
fisch fur die zu bestimmenden Antigene ausgewahlt werden, z.B. 
aus der Gruppe von viralen, bakteriellen oder Humanprot einen. 
Bevorzugterweise werden bei der Bestimmung von Prionen spezif i- 
sche Antikorper fur ein Prionenprotein verwendet. 

Die bei der Amplif izierung verwendeten Primer k&nnen vorzugs- 
weise Marker enthalten, welche die Nachweisgrenze zur Bestimmung 
der amplifizierten Nukleinsaure noch weiter erhohen, beispiels- 
weise f luoreszierende oder radioaktive Gruppen oder chemische 
Gruppen, die mit affinen Proteinen und nachgeschalteten Detekti- 
onsreaktionen detektiert werden konnen (z.B. Biotin-Avidin, DIG- 
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Markierung etc.), wobei Primer mit f luoreszierenden Gruppen 
besonders bevorzugt sind. 

Die Detektion der amplif izierten Nukleinsauren kann auf unter- 
schiedlichste Weise erfolgen, meist jedoch iet ein Schritt vor- 
zusehen, bei welchem die amplif izierte Standard-Nukleinsaure von 
der amplif izierten Ziel-Nukleinsaure getrennt wird, und die ge- 
trennten Nukleinsauren separat bestimmt werden. Vorzugsweise be- 
steht dieser Trennungsschritt in einer Gelelektrophorese oder in 
einem chromatographischen Verfahren. Durch Bestimmung des Ver- 
haltnisses der Menge an Ziel-Nukleinsaure zur bekannten Menge 
einer Standard-NukleinsSure kann zusatzlich die Quantif izierung 
des Antigens ermoglicht werden. 

Zu den Antigenen, die mittels dem erf indungsgemaBen Verfahren 
bestimmt werden konnen, gehoren Antigene aus biologischen Proben 
von Saugetieren, wie Korperf lussigkeiten, z.B. Plasma, Blut, 
Blutzellen und Serum, Gewebe, aber auch Antigene aus eukaryonti- 
schen Zellkulturen. Bevorzugt werden erf indungsgemSS Antigene 
von Pathogenen oder auch Marker -Antigene fur Pathogene bestimmt. 
Zu diesen Antigenen z&hlen virale Antigene, bakterielle Antigene 
und insbesondere Antigene, fur die bislang keine Routine-Nach- 
weismethode zur Verfugung stand, wie beispielsweise modifizierte 

(z.B. konformationsgeanderte) Proteine, wie Prionen, die im Zu- 
saramenhang mit infektiosen Krankheiten des Zentralnervensystems, 
wie CJD und BSE, oder anderen Erregern von TSE, stehen. Solche 
modif izierten Proteine konnen durch induzierte Konf ormationsan- 
derungen erhalten werden. Diese Konformations&nderung an Protei- 
nen, wie gegebenenf alls rekombinante PrPc, kann durch vorherge- 
gangene Inkubation mit infektiosen Molekulen (wie PrPSc) hervor- 
gerufen werden, welche dann z.B. durch radioaktive Marker detek- 
tierbar sind. Eine derartige Konf ormationsanderung von modif i- 

zierten Prionenmolekulen wurde bereits von Kocisko et al. 

(Nature 370 (1994), 471-474) beschrieben. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form werden ein oder mehrere der 
Antigene von Humanpathogenen, wie HIV, Hepatitisviren, darunter 
HAV, HBV, HCV, HGV und Parvoviren, bestimmt. Die zu bestimmenden 
Antigene k6nnen in einer gereinigten proteinhaltigen Prepara- 
tion, z.B. einer Plasmaf raktion, einer Praparation eines gerei- 
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nigten Plasmaproteins, bzw. einem biologischen Arzneimittel, be- 
st immt werden. Sie konnen aber auch in Plasmapools oder anderen 
komplexen Gemischen bzw, in den genannten biologischen Proben 
zuverlassig best immt werden. Eine Qualit&tssicherung wie in der 
W096/35437 beschrieben, kann auch mit dem erf indungsgemafien 
Verfahren entsprechend adaptiert durchgefuhrt werden. 

Der entsprechende interne Standard kann vor der Probenauf berei- 
tung zugesetzt werden, wcihrend alien Zwischenstufen oder erst 
unmittelbar vor der Amplif ikationsreaktion. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird der Standard von Anfang an als ungebundene 
Nukleinsaure bzw. als gebundene Nukleinsaure nach der Immunkom- 
plexbildung zugesetzt. Weiters kdnnen auch zwei (oder mehrere) 
verschiedene NukleinsSuren als interner Standard zugesetzt wer- 
den. Bevorzugt wird der interne Standard in einer Konzentration 
von knapp oberhalb der Nachweisgrenze eingesetzt. Die in der EP- 
0 714 988-A beschriebenen Ausfuhrungsformen konnen hierbei ohne 
weiteres fur die vorliegende Erfindung adaptiert werden. 

Das Antigen, das vom internen Standard gebunden (erkannt) wird, 
kann zu der zu bestimmenden Probe zugegeben werden (z.B. dem An- 
tigen-Bestimmungs-Ansatz) , oder aber auch bereits in der Probe 
in naturlicher Weise (a priori) vorliegen. 

In Routinetests kann die Interpretation der mit dem erfindungs- 
gemafcen Verfahren erhaltenen Resultate ublicherweise folgender- 
maSen erfolgen: 

i) keine Detektion des internen Standards (z.B. keine sichtbare 
Bande) : die Bestimmung hat z.B, wegen der Amplif ikationsreaktion 
(z.B. die PCR) nicht funktioniert ; dadurch kdnnen falsch nega- 
tive Resultate ausgeschlossen werden. 

ii) nur der interne Standard ist detektierbar (z.B. nur die 
Standard-Bande ist sichtbar) : die Bestimmung inklusive der Am- 
plif ikationsreaktion (z.B. die PCR) hat funktioniert, die Probe 
ist negativ; 

iii) Standard- und Proben-NukleinsSure sind detektierbar (z.B. 
beide Banden sind sichtbar): positive Probe. 

Geeignete Reaktionsgef aEe fCur die Immuno-PCR sollten vorzugs- 
weise eine gute ProteinbindungskapazitSt zur Immobilisierung der 
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Proteine besitzen. Andererseits mussen die GefSSe fur die PCR 
auch thermostabil sein. Fur eine groSe Anzahl von Proben sind" 
nicht einzelne ReaktionsgefiSe, sondern Mikrotiterplatten zu be- 
vorzugen. Polystyrol ist das am besten geeignete Material hin- 
sichtlich Proteinbindung, jedoch werden bis jetzt keine derarti- 
gen PCR-tauglichen Platten kommerziell vertrieben. Als Ersatz 
konnen aber erf indungsgemaS beispielsweise Polycarbonatplatten 
verwendet werden, Denkbar ist auch der Einsatz von chemisch mo- 
difizierten Materialien zur kovalenten Bindung von Proteinen 
oder bereits mit Antikorpern beschichtete Materialien. 

Die Beschichtung der Platten erfolgt bevorzugt liber Nacht bei 
4°C, es sind auch hdhere Temperaturen etwa bis 37°C mit kurzerer 
Inkubationszeit moglich. Als Beschichtungspuf f er kann beispiels- 
weise PBS (in Phosphat gepufferte Kochsalzlosung) verwendet wer- 
den, aber auch jeder andere gangige Puffer, wie z.B. Polycarbo- 
natpuf fer . 

Die Blockierung kann beispielsweise mit PBS/1% BSA (bovines 
Serumalbumin) durchgefuhrt werden. Als Ersatz kann auch jedes 
andere geeignete Reagens, wie z.B. Milchpulver oder vorgefer- 
tigte Blocking-Reagenzien, verwendet werden. 

Die Inkubation mit dem Ligand/DNA-Komplex f indet bevorzugt eine 
halbe Stunde bei Raumtemperatur statt, jedoch sind auch andere 
Zeitdauern (bevorzugt 5 min - 2 Stunden) und andere Temperaturen 
(bevorzugt 4° - 37°C) moglich. 

Die optimalen Reaktionsbedingungen fur die PCR sind in Beispiel 
1 beschrieben. Es sind selbstverstandlich eine Vielzahl von Ver- 
anderungen mSglich (insbesondere Veranderung der Zyklenzahl, In- 
kubationszeiten, Temperaturprof il, Verwendung verschiedener Po- 
lymerasen, Amplif ikationssysteme, Primerstrategien, etc.). Die 
optimalen Bedingungen konnen, falls z.B. das in den Beispielen 
verwendete Protokoll sich nicht als optimal darstellt, fiir die 
einzelnen zu bestimmenden Antigene vom Fachmann auf dem vorlie- 
genden Gebiet ohne weiteres ermittelt werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Ver- 
wendung des erf indungsgem&Sen Verfahrens zur Uberprufung und 



WO99/63109 



PCT/AT99/00139 



- 11 - 

Qualit§tssicherung von biologischen Praparaten. 

Die Sicherheit, insbesondere die Virussicherheit von stabilen 
Blutprodukten hangt ira Prinzip vom Ausmafi der {Contamination von 
Pathogenen, insbesondere von der Viruskontamination des Aus- 
gangsmaterials, von der Abreicherungskapazit&t des Verfahrens 
und von den spezifischen Virusinaktivierungsstuf en im Rahmen des 
Herstellungsprozesses, ab. Ein wichtiges Kriterium der Quali- 
tatssicherung ist daher, positives Ausgangsmaterial von der Ver- 
arbeitung zu pharmazeutischen Arzneimitteln auszuschlieSen . 

Durch die hohe Empf indlichkeit und die besonders niedrige Nach- 
weisgrenze des erf indungsgem&Sen Verfahrens konnen somit neue 
Qualitatskriterien bei biologischen Produkten festgestellt wer- 
den, welche durch einen aufierst geringen definierten bzw. feh- 
lenden Gehalt an kontaminierenden Antigenen definiert sind. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Reagens zur Verwendung 
nach dem erf indungsgemafien Verfahren, welches 

a) einen Reaktanten, der an einem Liganden gebunden ist, wel- 
cher spezifisch fur das zu bestimmende Antigen ist, und 

b) einen Reaktanten als interner Standard, welcher sich vom Re- 
aktanten aus a) in der Reaktionsweise unterscheidet , enthalt. 

^ 

Als unterschiedliche Reaktionsweise kommen beispielsweise unter- 
schiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten, Spezifitat fur andere 
Reaktanten, in Betracht. Als Reaktanten konnen Nukleinsauren 
Oder Enzyme verwendet werden, urn beispielsweise eine kontrol- 
lierte Enzymreaktion zu erhalten. In einer bevorzugten Ausfiih- 
rungsform werden Nukleinsauren als Reaktanten verwendet, die 
sich in einem detektierbaren Merkmal, z.B. in der Lange, unter- 
scheiden. 

Insbesondere, wenn das erf indungsgemaSe Reagens bei der Detek- 
tion von modif izierten Proteinen eingesetzt wird, liegt die 
Ziel-Nukleinsaure beyorzugt gebunden an einem Antik6rper, der 
spezifisch ist fur das modif izierte Protein, vor. 

GemSS einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erf indungsgemafien 
Reagens ist die Standard-Nukle ins Sure an einem Liganden gebun- 
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den, insbesondere an einem Liganden, der bereits an ein Stan- 
dard-Antigen gebunden ist. Dabei kann das Standard-Antigen 
gleich dem zu bestimmenden Antigen sein (kompetitive Immunreak- 
tion) . 

Vorzugsweise ist die Standard-Nukleinsaure im erf indungsgemafien 
Reagens an einen Liganden gebunden, der spezifisch ist fur ein 
von dem zu bestimmenden Antigen (Ziel -Antigen) unterschiedliches 
Antigen. 

Die Liganden/DNA-Komplexe konnen nach der Herstellung bei -20°C - 
Oder 4°C in einem geeigneten Puffer, bevorzugt PBS, gelagert 
werden. Sie sind dann mehrere Monate stabil. Diese Preparation 
entspricht einer handelsf ahigen Form. Die optimale Konzentra- 
tion, mit der die Komplexe verwendet werden, liegt bei ca. 
10 000 bis ca. 1 000 000 Kopien pro Vertiefung einer Mikrotiter- 
platte. Bevorzugterweise werden weniger als 1 Million Kopien 
eingesetzt, um unspezif ische Bindungen in den Vertiefungen zu 
vermeiden. Fur die Herstellung des erf indungsgemafien Reagens 
konnen ubliche Formulierungsreagenzien, wie beispielsweise Albu- 
min als Tr&gerprotein, Tenside, usw. verwendet werden. 

Schliefilich betrifft die vorliegende Erfindung auch die Verwen- 
dung des erf indungsgemaSen Verfahrens zur Quant if izie rung von 
Antigenen, insbesondere zur Quantif izierung von Pathogenen in 
Saugetier-Proben oder von Humanpathogenen in biologischen Arz- 
neimitteln. 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele und der 
Zeichnungsf igur, auf die sie selbstverstandlich nicht einge- 
schrankt ist, naher erlautert. 

Es zeigt: 

Fig. 1 die schemat ische Darstellung der IMMUNO-PCR mit internem 
Standard. 

GemaS Fig. 1 wird eine Mikrotiterplatte mit einem Antikorper 
spezifisch ftlr ein Standard-Antigen und einem Antikorper spezi- 
fisch fur das zu bestimmende Antigen beschichtet. Von diesen An- 
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tikorpern wird das Standard-Antigen und das zu bestimmende Anti- 
gen gebunden. Danach werden die Liganden an die Antigene gebun- 
den. Die Liganden bestehen aus dem jeweiligen spezifischen Anti- 
k6rper fUr das Standardantigen, kovalent geburiden an, ein Oligo- 
nukleotid (=interne Standard-Nukleinsaure, IPOS 1) und einem An 
tikorper spezifisch fur das zu bestimmende Antigen, kovalent ge 
bunden an ein in der L&nge unterschiedliches Oligonukleotid 
(=Ziel-Nukleinsaure, IPO 1) . Nach einer Polymerase -Kettenreak- 
tion (PCR) werden die daraus result ierenden unterschiedlich lan 
gen Amplif ikationsprodukte mittels Gelelektrophorese detektiert 

Beispiel 1: Zugabe eines DNA-Standards zur PCR 

Wahrend die meisten ELISAs im Prinzip sehr zuverl§ssig sind, 
kann es bei der PCR durchaus vorkommen, dafi die Reaktion durch 
inhibitorische Substanzen gestort wird. Dies kann zu einer 
falsch-negativen PCR fiihren. Bei dem vorliegenden Experiment 
wurde der PCR-Teil der Immuno-PCR erf indungsgem&S durch Zugabe 
einer Standard-NukleinsSure, die sich in der Lange von der Nu- 
kleinsaure des auf ein Antigen spezifischen Antikdrper/Nuklein- 
saure-Konjugats unterscheidet , auf f alsch-negative Reaktionen 
uberpruf t . 

In diesem Beispiel wird als Antigen ein zellulares (nicht infek 
tioses) Prionenprotein (PrP c ) verwendet. Dieses Prionenprotein 
liegt nicht in gereinigter Form vor, sondern befindet sich in 
einem Homogenat, welches aus einem Mausehirn gewonnen wird. Zu 
diesem Zweck wurde das Hirn in einem Puffer (0,1 g/ml) , der aus 
einer 0,32 M Rohrzuckerl6sung, 0,5% Desoxychdlat und 0,5% NP-40 
besteht, in einem Dounce homogenisiert . Nach einem Zentrifuga- 
tionsschritt (15 min bei 4500 Upm) wurde das Pellet verworfen 
und dann die Proteinmenge im Uberstand bestimmt. 

Nach Bestimmung der Protein- Konzent rat ion wurden verschiedene 
Mengen des Homogenats in 2 gleichen AnsStzen (2x unbeschichtet , 
2x 8 /xg, 2x 800 ng) in Polycarbonatplatten (96 Vertief ungen, V- 
formig von MJ Research, Watertown, Mass., USA) fiber Nacht in ei 
nem Volumen von 50 /il bei 4°C inkubiert. Nach dieser Beschich- 
tung wurden die entsprechenden Vertiefungen 1 Stunde bei Raum- 
temperatur mit 50 /xl einer PBS/1% BSA-Losung blockiert. An- 
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schlieSend wurde eine halbe Stunde mit ca. 10 4 Kopien des Prion- 
antikorper/DNA-Komplexes (Ziel-Nukleinsaure, 6H4-IP01; s. Ta- " 
belle 1) in 50 /xl PBS/0,1% inkubiert. Es wurde 6 x mit 100 /xl 
PBS gewaschen und dann die PCR-Ldsung direkt zu den entsprechen- 
den Vertiefungen dazugegeben. Die PCR-L6sung (50 /xl) enthielt 1 
E der Polymerase AmpliTaq Gold™ (Perkin Elmer, Norwalk, CT, 
USA) , 10 mM Tris-HCl (pH 8,3) , 50 mM KC1, 1,5 mM MgCl 2 , 0,001% 
Gelatine, 200 /xM von jedem dNTP und jeweils 500 ng der entspre- 
chenden Primer IP1/IP2 (s. Tabelle 1). Die Proben wurden mit 50 
/xl Mineralol uberschichtet und zunachst 14 min bei 94 °C zur Ak- 
tivierung der Polymerase inkubiert. Dann wurde 40 Zyklen nach 
folgendem Prof il , in einem PTC0200-Thermocycler (MJ Research) am- 
plifiziert: 30 s bei 94°C, 30 s bei 55°C, 60 s bei 72°C mit ei- 
nem abschliefienden Elongationsschritt bei 72°C fur 60 s. Zu den 
Proben, die auf f alsch-negative Resultate uberprtift wurden, wur- 
den zu einem Ansatz ca. 100 und zum anderen ca. 1000 Kopien der 
internen Standard-Nukleinsaure IP0S1 (s. Tabelle 2) dazugegeben. 

8 /xl des jeweiligen Probenansatzes wurden auf ein 3,5% "low- 
melting" Agarosegel aufgetragen. In der Tabelle 2 wird das Er- 
gebnis des Versuchs dargestellt, Es zeigt sich, daS in den Ver- 
tiefungen, in denen sich kein Homogenat befindet, nur der Stan- 
dard IP0S1 zu sehen ist, d.h. es befindet sich kein spezifisches 
Antigen in dieser Probe. Die Reaktion war jedoch auf keinen Fall 
falsch-negativ. Durch die Zugabe von verschiedenen Mengen von 
IP0S1 kann man auch eine Kompetition mit der Ziel-Nukleinsaure 
IP01 erkennen, d.h. 1000 Kopien ergeben eine starkere Bande als 
100 Kopien. Der Standard sollte aus diesem Grund nur knapp \iber 
der Nachweisgrenze eingesetzt werden, urn ein Wegkompetitieren 
des spezifischen Signals zu verhindern. Bei groSeren Mengen von 
spezifischem Antigen konnte es durchaus vorkommen, daS nur die 
IPOl-Bande zu erkennen ist. Dies ist durchaus im Sinne der Er- 
findung, da vorrangig f alsch-negative Reaktionen verhindert wer- 
den sollen. 

Tabelle 1. Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide und Pri- 
mer. 

IPOS1 5 1 -AGAACCCACT GCTTACTGGC CTTATCGAAA 

TTAATACGAC TCACTATAGG GAGACCCAAG CTTGGTACCG 
AGCTCGGATG TGCCTTCTAG TTGCCAGCC -3' 
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IPOl 5' -AGAACCCACT GCTTACTGGC CTTATCGAAA 

TTAATACGAC TTGGTACCG AGCTCGGATG TGCCTTCTAG 
TTGCCAGCC -3' 

IPl 5' -AGAACCCACT GCTTACTGGC -3' 

IP2 5' - GGCTGGCAAC TAGAAGGCAC -3' 

Die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden mit Hirnhomogenat 
beschichtet, blockiert und mit 6H4-IP01 inkubiert. Nach 6-mali- 
gen Waschen wurde nach Zugabe von internem DNA-Standard amplifi- 
ziert. Die negative Kontrolle der PCR-Reaktion war negativ, die 
positiven Kontrollen der beiden verwendeten DNA-Reagenzien (DNA- 
Standard, 6H4-IP01) waren posit iv. Die Ergebnisse sind in Ta- 
belle 2 dargestellt. 

Bei den Proben 1-6 wurden 1000 Kopien der Standard-Nukleinsaure 
IPOS1, bei den Proben 7-12 wurden 100 Kopien IP0S1 dazugegeben. 
Beschichtet wurde entweder mit 8 oder 0,8 fig Homogenat. 

Tabelle 2: Kontrollierte Bestimmung von Prionantigen in einem 
Mausehirnhomogenat 

Banden 

Probe Homogenat IPOS1 IPOl IPOS1 

in \iq zugegebene Kopien 



1 




1000 




++ 


2 




1000 




++ 


3 


8 


1000 


+ 


++ 


4 


8 


1000 


+ 


++ 


5 


0,8 


1000 


+ 


++ 


6 


0,8 


1000 


+ 


++ 


7 




100 




+ 


8 




100 




+ 


9 


8 


100 


+ 


+ 


10 


8 


100 


+ 


+ 


11 


0,8 


100 


+ 


+ 


12 


0,8 


100 




+ 



Erkiarung der Zeichen: + « Bande, ++ = starke Bande, 

- = keine Bande. 



WO 99/63109 



PCT/AT99/00139 



- 16 - 

Zugabe des Markerantigens : 

Wenn die gesamte Immuno-PCR auf falsch-negative Reaktionen uber- 
pruft werden soil, wird nicht zur PCR eine Standard-Nukleinsaure 
dazugegeben, sondern es wird am Anfang des Experiments als in- 
terner Standard ein Markerantigen in einer Menge, die gerade 
noch bestimmt werden kann, gleichzeitig mit dem spezifischen An- 
tigen auf die entsprechenden Vertiefungen einer Mikrotiterplatte 
gegeben und uber Nacht bei 4°C inkubiert. Damit ist gewahrlei- 
stet, dafi alle storenden Einflttsse, die zu einer f alsch-negati- 
ven Reaktion (dazu gehort zum Beispiel auch das versehentliche 
Nichtbeschichten einer Vertiefung) fiihren konnten, mitkontrol- 
liert werden. Bei der Inkubation mit dem spezifischen Antikor- 
per/DNA-Komplexes wird dann mit einem entsprechenden Standard- 
Antikorper/DNA-Komplex gleichzeitig inkubiert und im Anschlufi 
mit dem gleichen Primerpaar amplif iziert . 

Falls die Immuno-PCR auf einem sogenannten Sandwich-ELISA ba- 
siert, miissen die Vertiefungen der Mikrotiterplatte dement spre- 
chend mit einem Antikorper fur das zu detektierende Antigen und 
einem Antikorper fur das Standard -Antigen beschichtet werden. 
Es kann auch vorkommen, dafc das Standard- Antigen natilrlich vor- 
kommt, wie beispielsweise bestimmte Proteine (z.B. Protein C) 
bei der Verwendung von biologischen Flussigkeiten, wie z.B. 
Plasma . 

Beispiel 2: Herstellung und Verwendung der Antikorper/DNA- 
Komplexe 

Die Herstellung eines Antik6rper/DNA-Konjugates durch kovalente 
Bindung eines Oligonukleotides an einem monoklonalen anti-Prio- 
nen-Antikorper erfolgte entsprechend Hendricksson et al. Als 
Ausgangsmaterial zur Herstellung des Konjugates wurde ein amino - 
modifiziertes Reporter-Oligonukleotid (IPOl, hergestellt von Fa. 
Metabion, Martinsried, Deutschland) sowie der monoklonale anti- 
Prionen- Antikorper 6H4 (Prionix, Basel, Schweiz) verwendet. 

Schritt 1: Herstellung der Acetylthioacetyl-derivatisierten 
DNA 
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Die Herstellung der Acetylthioacetyl-derivatisierten DNA erfolgt 
durch Reaktion rait Succinimidyl-S-Acetylthioacetat (SATA-Rea- 
gens/Pierce, Rockford, IL, USA) . 

Dazu wurden zu 20 /xl einer Losung des IPOl-Oligonukleotids in 
H 2 0 (Konzentration: 0,5 ng/ml) jeweils 2,3 /xl eines Natriumcar- 
bonat-Puffers (300 mM, pH 9,0) sowie einer Ldsung von 115 mM 
SATA in DMF gegeben und uber 30 Minuten bei Raumtemperatur und 
J leichtera Schitteln inkubiert. Danach wurde uber eine HiTrap™- 
Saule (1,6 x 2,5 cm, Sephadex G-25 superfine/Pharmacia, Uppsala, 
Schweden) unter Verwendung eines FPLC-Systems (Fa. Pharmacia) 
umgepuffert. Als Elutionspuf f er wurde ein 100 mM Natriumphos- 
phat-Puffer, pH 6,5 verwendet. 

Schritt 2: Herstellung des Maleimid-modif izierten 
Antikorpers 

Zu 90 /xl eines 100 mM Natriumphosphat-Puf fers, pH 7,0 wurden 
12,5 /xl einer L6sung des 6H4 -Antikorpers (Konzentration: 2 
trig/ml) gegeben. Diese Losung wurde in einer Slide -A-Lyzer Dia- 
lyse-Kassette (10.000 MWCO, Probevolumen: 0,1 - 0,5 ml/Pierce, 
Rockford, IL, USA) iiber Nacht bei einer Temperatur von +4°C ge- 
gen 100 mM Natriumphosphat-Puf fers, pH 7,0 dialysiert. Dazu wur- 
den dann 15 /xl einer wafcrigen Losung von Sulf osuccinimidyl-4- (N- 
maleimidomethyl) -cyclohexan-l-carboxylat (Sulf o-SMCC/Fa. Pierce) 
gegeben (Konzentrationen: 2,75 mM Sulfo-SMCC, 100 mM Natrium- 
phosphat, 1/5 % DMF, pH 7,0), Nach Inkubation uber 30 Minuten 
bei Raumtemperatur und unter leichtem Schiitteln wurde wie unter 
Schritt 1 beschrieben uber eine HiTrap™-saule (1, 6 x 2,5 cm) 
umgepuffert . 

Schritt 3: Herstellung und Reinigung des DNA-Antikorper- 
konjugates 

Zur Herstellung des Antikorper/DNA-Konjugates wurden die unter 
Schritt 1 und Schritt 2 hergestellten Derivate vereinigt (je- 
weils ca. 1,5 ml L&sung der Acetylthioacetyl-derivatisierter DNA 
bzw. des Maleimid-modif izierten Antikorpers) . 
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Nach Start der Kupplungsreaktion durch Zugabe von 2 /xl einer 1 M 
w&Srigen Hydroxylaminhydrochlorid-Losung, pH 7,0, enthaltend 50 
mM EDTA, wurde fiber 2 Stunden bei Raumtemperatur unter Lichtaus- 
schlufS und leichtem Schutteln inkubiert. Dann wurde die Reaktion 
durch Zugabe von 2 /xl einer 10 mM Losung von N-Ethylmaleimid 
(Fa. Pierce) in DMF abgestoppt. Das Reaktionsgemisch wurde mit 
Hilfe eines Centricon 3-Konzentrators (Amicon, Beverly, MA, USA) 
durch Zentrifugation bei 7000 x g auf konzentriert . 

Das aufkonzentrierte Reaktionsgemisch (ca. SOOfil) wurde an- 
schlieSend durch Gelf iltration mit Hilfe des Pharmacia FPLC- 
Systems nachgereinigt (Pharmacia, Uppsala, Schweden) . 

Chromatographische Bedingungen: 

Saule: XK 16mm/120mm, gefullt mit Sephacryl 300 HR 

(Fa. Pharmacia) 
Elutionspuf fer : 200 mM Natriumphosphat -Puffer,^ pH 7,0 
FluErate: 0,5 ml/min 

Detektion: 280 nm 

Fraktionsgrofie: 0,25 ml 

Die Fraktionen im Elutionsmaximum wurden gesammelt und fur die 
Immuno-PCR in verschiedenen Verdunnungen eingesetzt. 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Bestimmung von Antigenen in einer Probe durch 
Amplif izieren einer Nukleinsaure, die an einen fQr die Antigene 
spezifischen Liganden gebunden ist, dadurch gekennzeichnet , daS 
die Bestimmung in Anwesenheit mindestens eines internen Stan- 
dards durchgefuhrt wird. . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS eine 
an einen Liganden gebundene NukleinsSure als interner Standard 
eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daS der 
interne Standard eine Standard-Nukleinsaure enthalt, welche sich 
von der Nukleinsaure, mit welcher das Antigen bestimmt wird, zu- 
mindest in einem detektierbaren Merkmal unterscheidet . 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Ligand der Standard-Nukleinsaure vom Liganden, der an 
das zu detektierende Antigen bindet, verschieden ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Antigene in einer Probe von einer Korperfliis- 
sigkeit eines Saugetieres bestimmt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Antigene in einer Probe eines Materials, ausgesucht aus der 
Gruppe von Blut, Plasma, einer Plasmaf raktion, einer Blutzellen- 
fraktion und einer Preparation eines gereinigten plasmatischen 
Proteins, bestimmt werden. 

7. Verfahren nach einem der AnsprCLche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Antigene in einer Probe einer Zellkultur be- 
stimmt werden. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi als Antigene modifizierte Proteine bestimmt wer- 
den, wie z.B. Prionen, insbesondere Erreger von BSE oder CJD 
oder andere Erreger von TSE. 
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9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die modif izierten Proteine durch induzierte Kon- 
format ionsSnderung enthalten sind. 

10. Verfahren nach einem der Ansprfiche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Antik&rper, insbesondere monoklonale Antikorper, 
als Liganden verwendet werden. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS die Nukleinsaure kovalent an den Liganden ge- 
bunden ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB die Nukleinsaure liber hochaffine Liganden an 
den Liganden gebunden ist. 

13. Verfahren nach einem der Ansprftche 2 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi die Standard-Nukleinsaure an einen Liganden 
gebunden ist, welcher sich von dem fur das zu bestimmende Anti- 
gen spezifischen Liganden unterscheidet . 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB mit dem internen Standard ein Standard- Antigen 
detektiert wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , dafi das 
Standard -Antigen vor bzw. gleichzeitig mit der Probe dem Anti- 
gen-Bestimmungs-Ansatz zugesetzt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daS das 
Standard- Antigen bereits naturlich in der Probe vorhanden ist. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Standard-Nukleinsaure an den fur das zu 
bestimmende Antigen spezifischen Liganden gebunden ist. 

18. Verfahren nach einem der Ansprxiche 1 bis 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Nukleinsaure durch die Polymerase -Ketten- 
reaktion amplifiziert wird. 
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19. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 18 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Standard-Nukleinsaure und die Nuklein- 
saure, die an einen spezifischen Liganden fur die zu bestimmen- 
den Antigene gebunden ist, mit den gleichen Mitteln zur Amplifi- 
zierung behandelt werden, insbesondere mit den gleichen Primern. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ sich die Standard-Nukleinsaure von der Nu- 
kleinsaure, die an einen spezifischen Liganden ftir die zu be- 
st immenden Antigene gebunden ist, durch die unterschiedliche 
Lange unterscheidet. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi der interne Standard in einer Konzentration 
von knapp oberhalb der Nachweisgrenze eingesetzt wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 21 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi mindestens zwei verschiedene Standard-Nuklein- 
sSuren als interner Standard eingesetzt werden. 

23 . Reagens zur Verwendung in einem Verfahren nach einem der 
Ansprftche 1 bis 22, enthaltend 

a) einen Reaktanten, der an einen Liganden gebunden ist, welcher 
spezifisch fur das zu bestimmende Antigen ist, und 

b) einen Reaktanten als interner Standard, welcher sich von dem 
Reaktanten aus a) in der Reaktionsweise unterscheidet. 

24. Reagens nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet , da£ die 
Reaktanten Nukleinsauren sind und sich die NukleinsSure aus b) 
zumindest in^einem detektierbaren Merkmal von der Nukleinsaure 
aus a) unterscheidet . 

25. Reagens zur Verwendung in einem Verfahren nach Anspruch 8 
oder 9, welches eine Nukleinsaure gebunden an einen Antikorper 
enthalt, welcher AntikSrper spezifisch ist fflr die modif izierten 
Proteine . 

26. Reagens nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, 
dafi als interner Standard eine Standard-Nukleins&ure an einen 
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Liganden gebunden, enthalten ist, welcher weiters an ein Stan- 
dard-Antigen gebunden ist. 

27. Reagens nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet , daS das 
Standard-Antigen gleich ist mit dem zu bestimmenden Antigen, 

28. Reagens nach einem der Anspruche 23 bis 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi als interner Standard eine Standard-NukleinsSure 
an einen Liganden gebunden, enthalten ist, welcher spezifisch 
ist fur ein von dem zu bestimmenden Antigen unterschiedliches 
Antigen. 

29. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 22, 
zur Quant if izierung von Antigenen eines Pathogens in einer Probe 
eines Saugetieres. 

30. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 22, 
zur Quantif izierung von Antigenen eines Humanpathogens in einem 
biologischen Arzneimittel . 
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